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RESUMEN La leptospirosis es una enfermedad zoonótica de distribución mundial que puede transmitirse 
por contacto directo o indirecto con orina o tejidos de animales infectados. En Argentina, la 
leptospirosis es endémica en la provincia de Santa Fe y presenta brotes epidémicos durante las 
inundaciones. Sin embargo, se sabe muy poco sobre el papel que cumplen los roedores silvestres 
en la diseminación de la enfermedad en el país. El objetivo de este estudio fue identificar las 
especies hospederas de leptospiras patógenas entre los roedores presentes en un asentamiento 
ribereño de la provincia de Santa Fe.
Se realizó un muestreo de roedores durante octubre de 2015. Los riñones de los animales 
 capturados se analizaron por real-time PCR para el gen LipL32 de leptospiras patógenas. En los 
animales que resultaron positivos, se realizó test de microaglutinación (MAT) y tipificación 
molecular por amplificación del gen 16S rRNA y dos esquemas de MLST.
Se capturaron 37 roedores de las especies Akodon azarae, Cavia aperea, Oligoryzomys 
flavescens, Rattus rattus y Scapteromys aquaticus. En el análisis por real-time PCR 
resultó positivo un macho de Scapteromys aquaticus. El suero de este individuo y del resto de 
los S. aquaticus capturados (n = 18) se analizaron por test de microaglutinación (MAT), y 
fueron no reactivos para los 10 serovares probados. La amplificación del gen 16S rRNA identi-
ficó la especie  infectante como Leptospira interrogans, mientras que no se obtuvo amplifica-
ción para los dos esquemas de MLST. 
El hallazgo de este estudio aporta nueva información acerca de presencia de leptospiras 
 patógenas en roedores silvestres, que es relevante para la zona por tratarse de una especie 
ampliamente distribuida en ambientes pantanosos e inundables de América del Sur.
Palabras clave Leptospirosis; enfermedades transmitidas por el agua; zoonosis; reservorios de 
 enfermedades; Leptospira interrogans; Argentina.
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La leptospirosis es una zoonosis de 
distribución mundial causada por bacte-
rias del género Leptospira (1, 2). Las lep-
tospiras se eliminan al medio ambiente 
por la orina de mamíferos infectados y el 
ser humano puede contraer la enferme-
dad al entrar en contacto directo o indi-
recto con la orina o los tejidos de estos 
animales (1-3).
En Argentina, el mayor factor de ries-
go de la leptospirosis es el contacto 
 persistente con ambientes inundados (1, 
2, 4). La provincia de Santa Fe tiene la 
mayor incidencia anual de leptospirosis 
en el país y en ella se registran brotes epi-
démicos durante las inundaciones (1-5).
Actualmente se dispone de escasa in-
formación sobre el papel que desempe-
ñan las especies de roedores silvestres 
como hospederas de leptospiras patóge-
nas en Argentina (3, 6). Por este motivo, 
el objetivo de este estudio fue identificar 
las especies hospederas de leptospiras 
patógenas en los roedores presentes en 
un asentamiento ribereño de la provincia 
de Santa Fe, Argentina.
MATERIALES Y MÉTODOS
El asentamiento estudiado pertenece a 
la comunidad de Los Zapallos en el lími-
te de los Departamentos La Capital y Ga-
ray, a unos 30 km al Noreste de la ciudad 
de Santa Fe, capital de la provincia de 
Santa Fe de Argentina. Se trata de una 
zona rural asentada a orillas del arroyo 
Leyes cuya población se dedica princi-
palmente a la pesca, su acceso a servicios 
básicos es limitado y su vulnerabilidad a 
las inundaciones, alta.
En octubre de 2015, se realizó un mues-
treo de los roedores de la zona. La zona 
de estudio se dividió en tres sitios según 
su proximidad al núcleo del asentamien-
to: centro, borde y natural (figura 1). En 
cada sitio se colocaron 25 estaciones 
de trampeo separadas 15 m, aproxima-
damente, unas de otras, con una  trampa 
tipo Sherman y una trampa tipo 
 Tomahawk con distintos tipos de cebo 
por estación. Las trampas permanecieron 
activas durante tres días, se revisaron 
diariamente, se repuso el cebo y se reem-
plazaron las trampas con captura.
Los animales capturados se anestesia-
ron por inhalación de isofluorano, se les 
extrajo sangre por punción cardíaca y se 
eutanizaron por dislocación cervical. Se 
determinaron la especie, los caracteres 
morfológicos y reproductivos y se extra-
jeron los órganos mediante necropsia. 
Los órganos y sueros obtenidos se trasla-
daron en un termo de nitrógeno líquido 
y se almacenaron hasta su procesamiento 
en ultrafreezer a -80°C.
El ADN genómico de cada muestra de 
roedor se obtuvo a partir de 0,1 – 0,2 
 gramos de tejido renal, utilizando el kit 
Promega Wizard (Promega Corporation, 
USA) y siguiendo el protocolo propor-
cionado por el fabricante. La pureza y la 
concentración del ADN genómico se de-
terminaron utilizando un espectrofotó-
metro SPECTROstar Nano con MARS 
Data Analysis Software (BMG Labtech, 
Germany).
Todas las muestras se analizaron por 
real-time PCR con tecnología SYBR 
Green. Para descartar la presencia de 
 inhibidores, se realizó una real-time 
PCR de secuencias de oligonucleótidos 
 altamente conservadas en roedores utili-
zando los primers 18SR y 18SF (7). La 
detección de leptospiras patógenas se lle-
vó a cabo amplificando un segmento del 
gen LipL32 con los primers LipL32-45F y 
LipL32-286R (8). El ADN de Leptospira se 
cuantificó comparando curvas de cali-
bración, con diluciones seriadas desde 
105 hasta 1 bacteria/µl de control positi-
vo en ensayos independientes.
Las real-time PCR se realizaron en un 
termociclador StepOne ® (Applied Bios-
ystems) con un volumen final de 20 µl 
por reacción, que contenía 4 µl de buffer 
Phire 5x, 200 µM dNTP, 0,4 pM de cada 
primer, 2 µl de 10x SYBR Green I (Invitro-
gen, USA), 150 ng de ADN y 0,4 µl de 
enzima Phire Hot Start II (Thermofisher, 
USA). El paso inicial de la real-time PCR 
para LipL32 consistió en una desnaturali-
zación de 3 minutos a 98°C, seguida de 
40 ciclos de 5 segundos a 98°C, 15 segun-
dos a 53°C y una extensión de 20 segun-
dos a 72°C e incluyeron un control 
positivo (150ng de ADN de Leptospira in-
terrogans serovar Canicola cepa Hond 
Utrech IV a una concentración de 108 
bacterias/ml). La real-time PCR de la 
 subunidad ribosómca 18S se hizo según 
las especificaciones de Monje, et al. (7). 
Todas las PCR incluyeron un control ne-
gativo de agua ultrapura. Las muestras 
que amplificaron antes del ciclo 40 para 
LipL32 se volvieron a analizar por tripli-
cado para descartar falsos positivos. To-
dos los tubos de reacción se prepararon 
en cabinas de bioseguridad utilizando 
material estéril y tips con filtro descarta-
bles. La comprobación de amplicones 
mediante geles de agarosa se hizo en otra 
sala con material descartable y equipa-
miento exclusivo para tal fin.
Aquellas muestras positivas para real-
time PCR del gen LipL32 se derivaron al 
Instituto Nacional de Enfermedades Res-
piratorias (INER) donde se realizaron la 
tipificación molecular y el cultivo. La es-
pecie de Leptospira se determinó median-
te amplificación de un fragmento del gen 
16S rRNA siguiendo el protocolo descrito 
FIGURA 1. Sitios de estudio: (I) localización de la provincia de Santa Fe en Argentina; 
(II) localización del área de estudio dentro de la provincia de Santa Fe; (III) imagen 
desde satélite de los sitios: (B) borde, (C) centro, (N) natural, Santa Fe, Argentina, 
octubre de 2015
Fuente: Capas vectoriales de Argentina y Santa Fe proprocionada por Natural Earth y el Instituto Geográfico 
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por Chiani, et al. (9). El primer paso de la 
PCR consistió en una desnaturalización 
de 3 minutos a 94ºC, anneling a 63ºC du-
rante 1,5 minutos y extensión durante 
2 minutos a 72ºC, seguido de 29 ciclos de 
1 minuto a 94ºC, 1,5 minutos a 63ºC y 
2  minutos a 72ºC. El último paso fue una 
extensión de 10 minutos a 72ºC. Los pro-
ductos de amplificación se analizaron en 
geles de agarosa al 2%. A las muestras 
que amplificaron el gen 16S rRNA, se les 
aplicaron dos esquemas del método 
Multilocus Sequence Typing (MLST) 
(9,10). Los productos de secuenciación 
de PCR 16S rRNA y MLST se purificaron 
con GeneJET PCR Purification Kit (Ther-
mo Scientific, Waltham, MA, USA) y se 
secuenciaron por Macrogen Inc (Seoul, 
Korea). Las secuencias se editaron, en-
samblaron, alinearon y analizaron como 
indican Chiani, et al. (9).
Para realizar el cultivo, se sembraron 
los riñones macerados en 8 ml de medio 
Ellinghausen-Mc-Cullough-Johnson-Ha-
rris (EMJH) semisólido. A los cultivos 
originales se les realizó un repique en 
otro medio EMJH semisólido, para au-
mentar la sensibilidad de la técnica y dis-
minuir las contaminaciones. Los cultivos 
se incubaron a 28ºC y se observaron al 
microscopio de campo oscuro la primer 
semana y luego mensualmente durante 
4 meses (11).
En aquellas especies que tuvieron ani-
males positivos para real-time PCR, se 
realizó la prueba de microaglutinación 
(MAT) utilizando los siguientes serogru-
pos (cepas de referencia): Castellonis 
(Castellón 3), Canicola (Hond Ultrech IV), 
Grippotyphosa (Moskva V), Icterohaemorr-
hagiae (M20), Pomona (Pomona), Pyroge-
nes (Salinem), Tarassovi (Perepelicin), 
Sejroe (Wolfii 3705), Hardjo (Hardjoprajit-
no) y Hebdomadis (Hebdomadis) (12). Los 
animales se consideraron reactivos a la 
MAT cuando presentaron títulos de 
 anticuerpos iguales a o mayores de 1:25. 
El título de anticuerpos se determina 
cuando se produce la aglutinación del 
50% de las leptospiras libres.
Para los procedimientos empleados, se 
tuvieron en cuenta las sugerencias de la 
American Society of Mammalogists 
(ASM) para el uso de animales silvestres 
en investigación (13). A su vez, el proto-
colo de trabajo fue aprobado por el Co-
mité de ética de la Facultad de Ciencias 
Veterinarias de la Universidad Nacional 
del Litoral (Expediente 14 681).
RESULTADOS
Se capturaron 37 animales pertene-
cientes a las subfamilias Sigmodontinae, 
Caviinae y Murinae. La rata de pantano 
Scapteromys aquaticus representó 49% de 
las capturas (cuadro 1) y sólo se capturó 
en el sitio más cercano a las viviendas 
(centro).
Del total de animales capturados, se 
descartaron los resultados de la PCR en 
una muestra por haber sido negativa en 
el control interno 18S. De los 36 animales 
restantes, solamente un macho adulto de 
S. aquaticus fue positivo a leptospiras pa-
tógenas para real-time PCR del gen 
LipL32. La muestra positiva se volvió a 
procesar por triplicado y se estimó una 
concentración de 1 leptospira/µl de 
ADN. Se realizó un cultivo del tejido re-
nal sin lograr obtener ningún aislamien-
to de leptospiras. La especie identificada 
por amplificación del gen 16S rRNA fue 
Leptospira interrogans. Se aplicaron los 
dos esquemas de MLST y todos los genes 
fueron negativos. No se obtuvieron 
muestras reactivas para MAT en los 
S. aquaticus capturados.
DISCUSIÓN
El hallazgo de leptospiras patógenas 
en riñón de S. aquaticus es relevante, 
 porque no existían informes previos de 
infección para esta especie en toda su 
distribución. Scapteromys aquaticus se 
distribuye en el oeste de Uruguay, sur de 
Paraguay y de Brasil, y las regiones del 
Chaco Húmedo, Delta e Islas del Paraná, 
Espinal, Esteros del Iberá y Pampeana en 
Argentina, y muestra preferencia por 
áreas pantanosas o inundables con vege-
tación baja (14,15).
Para la provincia de Santa Fe, sólo se 
habían detectado leptospiras patógenas 
en roedores introducidos (Rattus spp., 
Mus musculus y Callosciurus erythraeus) 
(3,16,17) y anticuerpos contra leptospiras 
en los sigmodontinos Akodon azarae, 
 Holochilus brasiliensis y Oligoryzomys 
 flavescens (3). A escala nacional, se ha no-
tificado la presencia de leptospiras pató-
genas en Rattus spp., M. musculus, A. 
azarae y O. flavescens capturados en las 
provincias de Buenos Aires (6,16,17), 
 Entre Ríos (17) y Corrientes (18).
El roedor que se encontró infectado en 
el presente estudio era un macho en edad 
reproductiva que presentaba mordedu-
ras en las orejas, lo que concuerda con 
informes previos que sugieren que el 
comportamiento más agresivo de los roe-
dores machos y la presencia de heridas 
los hace más susceptibles a la infección 
por leptospiras (19,20). El hecho de que 
la bacteria se encontrara en el tejido renal 
del individuo sugiere que esta especie 
tiene la capacidad de eliminar leptospi-
ras patógenas al medio ambiente.
Si bien se encontró ADN de Leptospira 
interrogans en el riñón de este animal, la 
bacteria no se pudo aislar mediante culti-
vo del tejido renal. Esto podría atribuirse 
a que la conservación del tejido renal a 
-80ºC haya disminuido la viabilidad de 
las leptospiras, lo que dificulta su creci-
miento (11), y a la baja sensibilidad de la 
técnica (8,10,12). Asimismo, tampoco se 
pudieron detectar anticuerpos contra 
leptospiras en el suero de este animal, lo 
que puede deberse a que se trata de una 
infección reciente o a que el serogrupo de 
la cepa infectante no se encuentra repre-
sentado en el cepario de referencia utili-
zado en la MAT.
Las técnicas moleculares utilizadas 
para la tipificación de la bacteria permi-
tieron identificarla únicamente a nivel de 
especie como Leptospira interrogans, ya 
que los dos esquemas de MLST emplea-
dos fueron negativos. Esta negatividad 
puede deberse a la baja sensibilidad en la 
amplificación de los siete genes cuando 
las muestras de ADN no se obtienen a 
partir de aislamientos (9, 10).
Estos resultados preliminares no 
 permiten saber si S. aquaticus es 
CUADRO 1. Roedores capturados en tres sitios de estudio pertenecientes a la 
localidad de Los Zapallos, Santa Fe, Argentina, octubre de 2015
Especie
Borde Centro Natural
No. (%) No. (%) No. (%)
Akodon azarae 4 (66,7) 0 (0) 8 (80)
Cavia aperea 0 (0) 2 (9,5) 0 (0)
Oligoryzomys flavescens 2 (33,3) 0 (0) 2 (20)
Rattus rattus 0 (0) 1 (4,8) 0 (0)
Scapteromys aquaticus 0 (0) 18 (85,7) 0 (0)
Total 6 (100) 21 (100) 10 (100)
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una especie reservorio de leptospiras 
patógenas en la zona o si son una fuente 
de leptospirosis importante para los po-
bladores de esta y otras comunidades 
similares. Para esclarecer su papel e in-
vestigar la dinámica temporal y espa-
cial de las infecciones con leptospiras 
en este roedor, deberían realizarse 
 estudios a largo plazo y en otros lugares 
de Sudamérica donde se encuentra 
esta especie. Además, con un mayor nú-
mero de muestras de los roedores que 
 habitan estas zonas se podrían realizar 
otros intentos de aislamiento de la bac-
teria que permitan su tipificación en 
 serovares para poder compararlos con 
los que están presentes en los casos en 
humanos.
De todos modos, se considera que el 
hallazgo de este estudio contribuye nota-
blemente a avanzar en el conocimiento 
de la ecoepidemiología de la leptospiro-
sis en Argentina por tratarse del primer 
informe de infección por Leptospira inte-
rrogans de un roedor silvestre de la pro-
vincia de Santa Fe y por la escasez de 
informes similares en el país.
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ABSTRACT Leptospirosis is a globally distributed zoonosis that can be transmitted through direct or 
 indirect contact with the urine or tissues of infected animals. In Argentina, leptospirosis is 
endemic in the province of Santa Fe and epidemic outbreaks occur during floods. However, very 
little is known about the role that wild rodents play in the spread of the disease in Argentina. 
The objective of this study was to identify the host species of pathogenic Leptospira among 
rodents in a riverine settlement in the province of Santa Fe. 
We conducted a trapping session in October 2015. Kidneys of the captured animals were 
analyzed by real-time PCR for the LipL32 gene of pathogenic Leptospira. Animals that were 
positive were subjected to microscopic agglutination test (MAT) and molecular typing by 
amplification of the 16S rRNA gene and two multilocus sequence typing (MLST) schemes.
A total of 37 rodents of the species Akodon azarae, Cavia aperea, Oligoryzomys flaves-
cens, Rattus rattus, and Scapteromys aquaticus were captured. Real-time PCR found one 
male Scapteromys aquaticus that was positive. The serum of this individual and of the rest of 
the S. aquaticus captured (n = 18) were analyzed by MAT and were non-reactive for the 10 
serovars tested. Amplification of the 16S rRNA gene identified the infective species as 
Leptospira interrogans, while amplification could not be obtained for the two MLST 
schemes. 
The findings of this study contribute new information concerning the presence of pathogenic 
Leptospira in wild rodents, which is relevant in this region because the species is widely 
 distributed in swampy and flood-prone environments of South America.
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RESUMO A leptospirose é uma doença zoonótica de distribuição mundial transmitida pelo contato direto 
ou indireto com a urina ou os tecidos de animais infectados. Na Argentina, a leptospirose é 
endêmica na Província de Santa Fé com surtos epidêmicos ocorrendo com as enchentes. Sabe-se 
pouco sobre o papel dos roedores silvestres na propagação da doença no país. O objetivo deste 
estudo foi identificar as espécies hospedeiras de leptospiras patogênicas em roedores encontra-
dos em um núcleo de povoamento ribeirinho na Província de Santa Fé. 
A amostragem dos roedores foi feita no mês de outubro de 2015. Os tecidos dos rins dos animais 
capturados foram analisados com a técnica de reação em cadeia da polimerase em tempo 
real (PCR-RT) quanto à presença do gene LipL32 de leptospiras patógenas. Para os animais 
com resultados positivos, foi realizado o teste de microaglutinação (MAT) e tipagem molecular 
baseada na amplificação do gene 16S rRNA e dois esquemas de tipagem por sequenciamento de 
locos múltiplos (MLST). 
Ao todo, foram capturados 37 roedores das espécies Akodon azarae, Cavia aperea, 
Oligoryzomys flavescens, Rattus e Scapteromys aquaticus. O ensaio de PCR-RT foi posi-
tivo em um roedor macho da espécie Scapteromys aquaticus. Os soros deste animal e dos 
outros S. aquaticus capturados (n = 18) foram analisados com o MAT e os resultados foram 
não reagentes para os 10 sorovares testados. A amplificação do gene 16S rRNA permitiu iden-
tificar a espécie infetante como sendo Leptospira interrogans e não houve amplificação nos 
dois esquemas de MLST. 
O achado deste estudo fornece um novo dado quanto à presença de leptospiras patogênicas em 
roedores silvestres, importante para esta área por se tratar de uma espécie de ampla distribuição 
em terras pantanosas e inundáveis da América do Sul.
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